Uber den Zusammenhang zwischen Phosphathaushalt und Photosynthese
V. R e g u la tio n d e r G lykolyse d u rc h die L ic h tp h o sp h o ry lieru n g bei Chlorella V on 0 . K a n d l e r u n d I. H a b e r e r -L i e s e n k ö t t e r Aus dem Institut für Angewandte Botanik der Technischen Hochschule München (Z. Naturforschg. 18 b, 718--730 [1963] ; eingegangen am 21. Juni 1963)
Herrn Professor Dr. O t t o W a h b u r g in Verehrung gewidmet
The changes in the concentrations of FDP *, DAP, PGA, RuD P, PEP, Pyruvat, ADP and ATP in Chlorella occuring during the transition from light to dark and from dark zu light were enzymaticaly determined. Moreover after a period of photosynthesis, the rate of 14C 0 2 dark-fixation and the distribution of 14C in the intermediates were determined.
During the first few sec after illumination in a ir + C 0 2 FDP, DAP and ATP increase, while PGA, PEP and A D P decrease. The opposite changes are observed during the light-dark-change. The pronounced increase in PGA is practically linear during the first 6 sec after the illumination is discontinued. When comparing to the C 0 2 fixation rate of the preceding period of photosynthesis no stoichiometrical relationship was obtained. Depending on the rate of photosynthesis C 0 2/PGA ratios between 0.3 and 3.5 were obtained.
Absence of C 0 2 has no measurable influence on the rate of PGS formation after turning off the light, where as under N 2 the formation of PGA is completely inhibited.
It is concluded that the big changes in the concentration of the intermediates are caused by a competition of light phosphorylation with glycolysis for the inorganic phosphate anologous to the Pasteur effect in yeast. Beginning of illumination means beginning of light phosphorylation and decrease in the concentration of PO 43 0 and thus inhibition of triose oxidation. As a consequence PGA and PEP drop, while D AP and FD P accumulate. When illumination stops, light phosphoryla tion stops and thus P 0 43® is increased and triose oxidation is accelerated. The result is a fast increase in PGA and a decrease in FDP and DAP.
A small part of the P G A formed after turning off the light originates from the reaction of RuD P with CO o. It is assumed, that the carboxylation product of R uD P participating in photosynthesis is not identical with free PGA with which it therefore is not at equilibrium. By hydrolysis of the carboxylation product during extraction or after darkening, however, free PGA is formed.
Die R egulation zahlreicher Schritte des A tm ungs stoffwechsels durch das A ngebot an anorganischem P hosp h at und P hosphatacceptoren ist in den letzten Ja h re n an im m er m ehr F ällen d arg etan w orden. E ines der ersten und überzeugendsten Beispiele ist die von L y n e n 1 gefundene E rk läru n g des PasteurEffektes durch die K onkurrenz d er oxydativen P h o s p ho ry lieru n g m it der P O 430-abhängigen Triosephosphatoxydation. Ä hnlich wie bei der H efe die Z ufuhr von S au er stoff, bedingt bei Chlorella der B eginn der P h o to synthese einen drastischen A bfall der K onzentration des anorganischen P h osphats in der Zelle ( K a n d -* Abkürzungen: FDP = Fructosediphosphat, D A P = Dihydroxyacetonphosphat + Glycerinaldehydphosphat, PGS (PGA) = 3-Phosphoglycerinsäure, P E B (PE P ) = Phosphoenolbrenztraubensäure, BTS = Brenztraubensäure, ATP = Adenosintriphosphat, A D P = Adenosindiphosphat, DPN = Diphosphopyridinnucleotid, TPN = Triphosphopyridinnucleotid, R uD P = Ribulosediphosphat. l e r 2) . D iesen Befund deuteten w ir dam als als Be weis fü r die Existenz einer im Licht einsetzenden P ho sp h o ry lieru n g , die neben der T rioseoxydation und der oxydativen P h osphorylierung zusätzlich a n organisches P hosphat verbraucht und ~ ph syntheti siert. Inzwischen sind zahlreiche T eilreaktionen die ser L icht-Phosphorylierung an isolierten C h lo ro p la sten eingehend studiert (vgl. A rn o n 3, K a n d l e r 4, J a g e n d o r f °) worden, w enn auch über die tatsäch lichen R eaktionsfolgen in vivo nach wie vor keine endgültige Aussage gem acht werden kann. In F o rtfü h ru n g der L y n e n sehen V orstellung ü ber die regulierende W irkung der oxydativen P h o sp h o ry lieru n g auf die Glykolyse w ar es n ah e liegend, nach einem Einfluß der L ichtphosphorylie ru n g au f die Glykolyse zu suchen. D azu schien es uns w ichtig, die V eränderungen der Zwischenstoffkon zen trationen beim Licht-Dunkel-W echsel zu stu dieren. Sie sollten d arü b e r A uskunft geben, welche R eaktionsschritte durch Licht gehem m t bzw. geför d ert w erden.
M a te r ia l u n d M e th o d e Es wurden der gleiche Chlorella-Stamm und die glei chen K ulturmethoden benützt wie frü h e r2. Die Ver suche wurden stets in einem "Lollipop" ausgeführt, wie er in Abb. 1 dargestellt ist. Eine auf beiden Seiten flache, kreisrunde Glasküvette mit rund 5 -7 cm Durch messer und 5 -12 mm Dicke ist in einem Kühlmantel ein- 6 0 . K a n d l e r , Z. Naturforschg. 13 b , 219 [1958] . 7 O . K a n d l e r , I . L i e s e n k ö t t e r u . B. A . O a k s , Z. Natur forschg. A usführliche U ntersuchungen ü b er die beim Ü b er g ang von Leer-zu G lucoseatm ung in n erh alb der ersten sec auf tretenden V erän d eru n g en der an der Glykolyse beteiligten Z w ischenstoffkonzentrationen liegen b ish er n u r fü r H efe v o r ( F r e y t a g n , H o l z e r und F r e y t a g 12) . W ir haben als erste S tufe unserer U ntersuchungen ähnliche V ersuche bei Chlorella durchgeführt. D ie A lgen w urden nach der E rnte in dest. W asser su sp en d iert und 14 Stdn. durch Schüt teln in L u ft bei D unkelheit v erarm t. Nach Ü b e rtra gung in den L ollipop w urden sie w eitere 30 m in m it L uft durchperlt und nach E ntnahm e von zwei P a r allelproben (je 5 ml) zur Bestim m ung des A nfangs zustandes m it Glucose (E ndkonzentration 1%) v er setzt. In A bständen von 15 sec folgten w eitere P robenahm en. Die A bb. 2 gibt einen typischen V er such w ieder. Im Gegensatz zu den oben erw ähnten V ersuchen bei Hefe, wo neben F D P und D A P ganz besonders BTS einen starken A nstieg in den ersten 20 sec aufw eist, bleibt bei Chlorella die BTS-Konzentration u nverändert. D agegen w erden die PGSund D A P-K onzentrationen vorübergehend stark e r höht. F D P w eist k u rzfristig einen leichten A nstieg auf und fällt wie D A P w ieder ab. Es ist offensichtlich, daß bei der rasch einsetzen den Glykolyse die T rioseoxydation und erheblich nachhaltiger die U m w andlung der PGS zur BTS die begrenzenden Schritte sind. Schon die U m w andlung von PGS zu PEB v erläuft trotz zunehm ender PGS-K onzentration so langsam , daß n u r eine geringe A nreicherung von PEB erfolgt. Die V eränderu n g en von A TP und A D P sind relativ gering. In den ersten sec kom m t es zu einem M ehrverbrauch an A T P durch die H exokinasereaktion. der erst im w ei teren V erlauf durch die verm ehrte P hosp h o ry lieru n g w ieder w ettgem acht w ird. E in A bfall des an o rg a n i schen P hosphats um 30% innerhalb der ersten 100 sec 11 R. F r e y t a g , Dissertation, Universität München 1958. 12 H. H o l z e r u . R. F r e y t a g -H il f , Hoppe-Seyler's Z. physiol.
Chem. 316, 7 [1959] .
nach Glucosegabe w urde bereits f r ü h e r 2 beschrie ben. D ie aus Abb. 2 ersichtliche Zunahm e der phosphorylierten V erbindungen zeigt n unm ehr, w odurch dieses Phosphatdefizit verursacht ist.
II.
D i e Wirkung der Photosynthese auf die Konzentration der Zwischen stoffe a) Dunkel-Licht-Wechsel in Luft -f C 0 2 W iederum w urden 14 Stdn. verarm te, 14-proz. (14 ml A lgenm asse in 100 ml Suspension) Chlo rella-Suspensionen verw endet. Nach Ü b erfü h ru n g in den Lollipop w urde 30 m in im D unkeln L u ft + 0,5% C 0 2 durchgeperlt und nach E ntnahm e von zwei P arallelp ro b en m it 25 000 Lux von b eiden Seiten belichtet. Z ur V erlangsam ung der R eaktionsabläufe w urde bei der relativ niederen T em p eratu r von 12 °C gearbeitet.
W ie die A bb. 3 zeigt, erfolgt in den ersten 30 sec ein steiler A nstieg von FD P und D A P (K urven 10-fach ü b e rh ö h t!). Im Gegensatz zum V erhalten bei G lucosefütterung fällt deren K o nzentration ab e r Abb. 3. Veränderung der Zwischenstoffkonzentration beim Dunkel-Licht-Übergang einer 14-proz. 14 Stdn. verarmten Algensuspension. Gasphase: Luft +0,5% C 0 2 ; t = 12 °C ; PH 5,6; DAP-FDP 10-fach überhöht.
nicht gleich w ieder ab. sondern verm in d ert sich n u r langsam , wie aus Abb. 4 hervorgeht. Die ATP-K onzentration w ird in den ersten sec um ru n d 70% e r höht, sinkt ab er im weiteren V erlauf (A bb. 4) w ie der auf den A usgangsw ert ab. D er g rö ß te U n ter schied erg ib t sich bei der P G S-K onzentration, die nicht zu, sondern um 50% abnim m t.
G leichsinnig verhält sich PEB, w ährend BTS in der ersten m in u nverändert bleibt. Im w eiteren V er lau f (A bb. 4) erreichten PGS und PEB w ieder das A usgangsniveau und BTS nahm auf das 3-fache zu. D as anorganische P ho sphat nim m t, wie bereits frü h e r 2 beschrieben, innerhalb der ersten 30 sec um ru n d 30% ab.
V ergleicht m an die durch Licht bedingten Ä nde ru n g en d er A bb. 3 und 4 m it den durch G lucose zusatz ausgelösten der A bb. 2, so kann m an sagen, daß die P hotosynthese keineswegs n u r eine S ub stratzu fu h r fü r die Glykolyse bedeutet, sondern we sentlich anders eingreift.
Nach dem von C a lv in 13 vorgeschlagenen Photosynthesecyclus stellt die U m kehr der Glykolyse, d. h. die R ed uktion von PGS zu D A P den wesentlichen S chritt d er C 0 2-R eduktion dar. N im m t m an an, daß zwischen dem C hloroplasten-und dem C ytoplasm a pool keine T ren n u n g besteht, so steht die oben be schriebene V erän d eru n g der Zwischenstoffkonzentrationen d er Gesamtzelle in gutem E inklang m it dem Calvin sehen Schema. Die photosynthetische PGS-R ed u k tion b ew irkt dann ein A bsinken des PGS-13 J. A. B a s s h a m u . M . C a l v i n , The path of carbon in photosynthesic, Prentic-Hall 1957. 14 O . K a n d l e r u . I. L ie s e n k ö t t e r , Microalgae and photosynthetic bacteria 513 [1963] .
Spiegels und einen entsprechenden A nstieg von DAP und F D P in der ganzen Zelle. A ndererseits konnten w ir kürzlich zeigen 14, daß nach V erg iftu n g m it hohen K CN -K onzentrationen zw ar noch die k urz v o rh er aus 14C 0 2 gebildete PGS, ab er nicht die ü b rig e g roße M asse der PGS, im Licht red u ziert w erden kann. W ir folgerten d arau s, daß entw eder eine strenge T ren n u n g zwischen einem kleinen C hloroplasten-u n d einem großen P lasm apool vorliegt o d er daß die P hotosynthese nicht ü ber freie, sondern ü b er irgendeine F o rm einer gebundenen PGS verläuft. Auch Bassham und K ir k 15 kam en n eu erd in g s zu d er V orstellung, daß die bei der P hotosynthese entstehende PGS nicht m it der PGS der ü b rig en Zelle im Gleichgewicht steht bzw. nicht m it ih r identisch ist. T rifft dies zu, d ann k ann die sofortige A bnahm e der PG S in der Gesamtzelle beim E inschalten des Lichtes nicht durch eine v er stärk te P G S-R eduktion e rk lä rt w erden. M an m uß vielm ehr an die H em m ung der D A P-O xydation durch die K onkurrenz von P hotosynthese und Gly kolyse um gem einsam e, leicht diffusable Cofaktoren denken, wie z. B. D PN bzw. T P N oder an o rg a n i sches P h o sp h at.
Abb. 5. Veränderung der Zwisdienstoffkonzentration beim Licht-Dunkel-Ubergang einer 14-proz. 14 Stdn. verarmten Chlorella-Suspension. Belichtungsdauer vor der Verdunkelung 20 min, Beleuchtungsstärke 25 000 Lux. Im übrigen Daten wie Abb. 3.
E in praktisch in allen E inzelheiten um gekehrtes Bild wie beim Einschalten des Lichts erh ält m an beim L icht-D unkel-Ü bergang. D ie Algen w urden d a bei 20 m in im L ollipop unter L u ft + 0,5% C 0 2 belich tet und dann verdunkelt. W ie die A bb. 5 zeigt, n eh men nun PGS, PEB und A D P zu, F D P , D A P und A T P ab. Das anorganische P h o sp h at nim m t, wie f r ü h e r 2 gezeigt w urde, zu und w eist nach 60 bis 90 sec ein M axim um auf. Entsprechend den beiden oben erw ähnten E rklärungsm öglichkeiten kann m an hier annehm en, daß entw eder die Z unahm e der PGS durch die noch einige sec im D unkeln w eiterlau fende C arboxylierung des im Licht verm ehrten, aber bei diesen V ersuchen nicht bestim m ten R uD P b e dingt ist, oder daß nach F ortfall d er G lykolysehem m ung durch Licht, wie nach Z usatz von Glucose, die PGS m it erhöhter G eschw indigkeit aus F D P gebildet w ird.
c) Stöchiometrische Beziehung zwischen C 0 2-Fixierung und PGS-Bildung nach Verdunkelung
Bassham und M ita rb b .13,16 untersuchten die V er änderung der PGS-und R uD P -K onzentration beim Licht-D unkel-Ü bergang m it H ilfe von u niform m a r kierten Chlorellen, wobei die V erän d eru n g der Radioaktivitäts-V erteilung der K onzen tratio n sän d eru n g der Zw ischenprodukte d irekt p ro p o rtio n al w ar. Sie fanden einen steilen A nstieg der PGS beim V erd u n keln und berechneten d arau s die Geschw indigkeit der PGS-Zunahm e. Beim V ergleich m it der vor der V erdunkelung gem essenen P h o tosyntheserate kam en sie zu dem E rgebnis, daß die anfängliche Geschwin digkeit der PG S-Zunahm e beim V erdunkeln genau doppelt so hoch w ar, wie die Photosyntheserate. A ußerdem w ar die A bnahm e der RuD P-M enge etwa halb so groß wie die Zunahm e der PGS. Sie sahen d a rin den b ish er einzigen Beweis d afü r, daß in der ganzen Zelle tatsächlich durch A ufnahm e von 1 M ol C 0 2 aus 1 Mol R uD P 2 Mole PGS entstehen.
Bei neueren V ersuchen von Bassham und K i r k 17 ü b er die G eschw indigkeit der P o o lsättigung m it 14CO , ergab sich allerdings ein C 0 2/P G S-Q uotient von 1. A ußerdem fanden sie bei einer W iederholung d er frü h eren E x p e r i m e n t e e r h e b l i c h gerin g ere R uD P -K onzentrationen als frü h er. D eren V erän d e ru n g beim V erdunkeln reicht bei weitem nicht aus, um die E ntstehung der gefundenen M enge PGS zu erklären.
W ir versuchten ebenfalls eine stöchiom etrische Be ziehung zwischen der C 0 2-Fixierung im Licht und dem PG S-A nstieg nach V erdunkelung zu erhalten. D azu w urden die P ro b en in 3-sec-Intervallen ge nom m en, um noch in den an n äh ern d linearen Teil der K urve zu kom m en. Durch A nlegen einer T a n gente w urde die anfängliche Bildungsgeschw indig keit graphisch erm ittelt, wie die A bb. 6 zeigt. Z ur B estim m ung der C 0 2-Fixierung im Licht w urde zu nächst (Tab. 1, a -f ) wie folgt v erfah ren : E in Teil der A lgensuspension w urde 20 m in im Lollipop u n ter L uft ohne C 0 2 vorbelichtet, d ann m it N a H 14C 0 3 (E ndkonzentration 18 //M ol/m l) b ek an n ter spez. A ktivität versetzt und nach 3, 6 und 10 m in w u rd e die fixierte C 0 2-Menge an aliquoten T eilen bestim m t. Die G eschw indigkeit in den drei In terv al len w ar bis auf ± 1 0 % gleich, w eshalb der 6 min-W ert den Berechnungen zugrunde gelegt w urde. Die P arallelp ro b e zur Bestim m ung der Zwischenstoff-K onzentrationen w urde genau so vorbehandelt, n u r daß nicht m arkiertes, sondern norm ales B icarbonat eingespritzt w urde. Nach 6 m in erfolgten dann die E ntnahm e der A usgangsprobe und die V erdunke lung m it anschließender rascher P robenahm e. Diese M ethode w eist zweifellos den N achteil auf, daß die Versuche wegen der allm ählich absinkenden C 0 2-K onzentration in der Suspension nicht bei k o n stanten P hotosynthesebedingungen gem acht w urden. W ir v erfuhren daher später (Tab. 1, g -1) folgen derm aß en: Frisch geerntete A lgen w urden in ra/100-K H 2P 0 4 ph 5,0 suspendiert und m it einem Gemisch von L uft + 5% 14C 0 2 bekannter spezifischer A kti vität durchström t. Das Gemisch w urde einer P re ß luftflasche entnom m en. D urch E ntnahm e aliquoter Teile (1 ,0 ml) der S uspension in A bständen von 5 m in w urde die Zunahm e der A ktivität und dam it die C 0 2-F ixierungsrate gem essen. W ie die A bb. 7 zeigt, ist nach 10 m in eine an n ä h ern d konstante P hotosyntheserate erreicht. Nach 25 m in w urden zwei g roße P roben ( ~ 5,0 ml) zur B estim m ung der Abb. 7. C 0 2-Fixierungsrate, gemessen als Zunahme der R a dioaktivität der Algen.
Bei den ersten V ersuchen m it h oher L ichtintensi tät erhielten w ir C 0 2/PG S-Q uotienten nahe 1,0. W ir v ariierten dann die P hotosyntheserate durch V erän d eru n g der Lichtintensität, der S uspensions dichte und d er T em peratur. D ie E rgebnisse zeigt die T ab. 1. W äh ren d die C 0 2-F ixierungsrate von 11 //M ol C 0 2/m g C hlorophyll-A bis 97 //M ol/m g C h lo ro p h y ll-A v ariierte, schwankte die B ildungs geschw indigkeit der PGS n u r zwischen 31 und 4 5 //M ol P G S /m g C h lo ro p h y ll-h. D em entsprechend nim m t d er Q uotient C 0 2/P G S jeden beliebigen W ert zwischen 1 /0 ,3 5 und 1/3,4 an. Es ist offensichtlich, d aß kein stöchiom etrischer Z usam m enhang zwischen P h o to sy n th eserate und PGS-Bildungsgeschwindigkeit nach V erdunkelung besteht. Es w ird vielm ehr schon durch relativ schwache P hotosynthese eine so stark e H em m ung der Glykolyse erreicht, daß deren A ufhebung (V erdunkelung) m axim ale PG S-Bil d u n g bew irkt. In A nalogie sei h ier d aran erin n e rt 24, daß auch die A bnahm e des anorganischen P hosphats schon bei geringen Lichtintensitäten m axim ale R a ten aufw eist.
d) Der Einfluß von C 0 2-Entzug auf die PGS-

Bildung nach Verdunkelung
Z ur E ntscheidung der F rag e nach der H erk u n ft der nach V erdunkelung entstehenden PGS w ar es 21 H. G a f f r o n , E. W. wichtig, die V eränderung der PG S-K onzentration unter A usschluß von C 0 2 zu messen. Die A bb. 8 zeigt das V erhalten der Zwischenstoffe sowohl beim Dunkel-Licht-, als auch beim L icht-D unkel-Ü bergang in L uft ohne C 0 2 . In diesem Versuch w urde fü r beide B edingungen die gleiche A lgensuspension verw endet. Nach 10 m in Licht, also vor Beginn der V erdunkelung, w urden zwei P roben entnom m en. D er in der A bb. 8 angegebene W ert ist der M ittel w ert aus beiden P roben. Im allgem einen ergeben sich die gleichen V er änderungen wie bei G egenwart von C 0 2 . Beim E in schalten des Lichtes steigen FD P , D A P und A T P an, w ährend PGS, PEB und A D P abfallen. V erglichen m it den V erhältnissen unter L uft + C 0 2 beginnen jedoch F D P und D A P rascher und stärker w ieder abzufallen, w ährend A TP den bei A nw esenheit von C 0 2 beobachteten langsam en A bfall selbst nach 10 m in noch nicht erkennen läßt.
V erd u n k elu n g fü h rt w iederum zur A bnahm e von F D P , D A P und A T P und zur Z unahm e von PGS, PEB und A D P. D er wesentliche B efund ist der steile A nstieg der PGS, obw ohl kein C 0 2 fü r die Carbo x y lieru n g der R uD P zur V erfügung stand.
In w eiteren E xperim enten w urde versucht, eine P a rallelität zwischen der V erän d eru n g der PGS-K o n zen tratio n und der des R uD P festzustellen. In den E x trak ten der norm alen Photosyntheseversuche m it L u ft + C 0 2 k onnten w ir kein R uD P nachwei sen. D er Nachweis von R uD P , den w ir m it H ilfe der R eaktionsfolge R u D P + C 0 2 " 2 P G S; W ie aus den V ersuchen von W ils o n und C a l v in 18 m it 14C 0 2 bereits hervorgeht, w ird R uD P im Licht bei C 0 2-M angel stark angereichert. D em ent sprechend konnten w ir in den ohne C 0 2 belichteten A lgen tatsächlich R uD P enzym atisch nachweisen. Bei den in A bb. 9 dargestellten V ersuchen w urde die PGS u n d R uD P -K onzentration beim Licht-Dunkelund D unkel-L icht-L bergang bestim m t. In zwei F ä l len (a und c) w ar außerdem noch 30 m in vor V er suchsbeginn Glucose zugesetzt w orden, um die R u D P -A nreicherune nach M öglichkeit noch zu v er Abb. 9. Veränderung der PGS-und RuDP-Konzentra tion beim Licht-Dunkel-und Dunkel-Licht-Ubergang in einer 14-proz. Chlorella-Suspension. Lichtintensität 25 000 Lux; Vorbelichtung 20 m in ; pn 5,6; < = 12 cC; a und c mit \ % Glucose, b ohne Glucose.
PGS + A T P + D PN H
stärken. W ährend in allen drei Fällen die PGS-K onzentration steil ansteigt, verm indert sich die R uD P-K onzentration n u r langsam . Die absolute M enge der gebildeten PG S ist ru n d 10-mal größer als die A bnahm e der R uD P . Schon aus diesem G runde kan n R uD P zum indest nicht der einzige V o rläu fer der PGS sein. Es sei denn, m an nim m t eine auch im D unkeln w eiterlaufende rasche S yn these von R uD P aus an d eren Z uckerphosphaten an. Nach allen bisherigen E rfah ru n g en ist aber die rasche B ildung von R uD P in der Zelle n u r im Licht möglich, wie u n ter anderem aus unseren früheren V ersuchen ü b er die W irk u n g von M onojodessigsäure 7 hervorgeht.
Bei den V ersuchen der A bb. 9 w aren die P roben in relativ großen A bständen von m indestens 10 sec genom m en w orden, so daß sich kein exakter V er gleich der PG S-B ildungsgeschw indigkeit m it und ohne C 0 2 ziehen läßt. D ah er w urde bei den in Abb. 6 dargestellten V ersuchen bei der gleichen A lgensuspension der L icht-D unkel-Ü bergang m it und ohne C 0 2 m it sehr ku rzer P robenahm e verfolgt. Es zeigt sich, daß der C 0 2-Entzug praktisch ohne Einfluß auf die G eschw indigkeit der PG S-Bildung bei V erdunkelung ist. D as v erstärkt erneut die V erm utung, daß die Q uelle der PGS eine nach der V erdunkelung einsetzende Beschleunigung der Gly kolyse und nicht die C arboxylierung des R uD P ist. Rest erhalten. R uD P w ar wie bei Belichtung in L uft ohne C 0 2 so stark angereichert, daß es erfaß t w er den konnte. Es sank nach V erdunkelung ähnlich wie unter L uft ohne C 0 2 n u r langsam ab. F D P und D A P (n u r bei d gem essen) fielen nach V erd u n k e lung unter N 2 wesentlich langsam er ab als u n ter Luft. Die A bnahm e b etru g in den ersten 10 sec n u r ru n d 30% im G egensatz zu m eh r als 75% u n ter Luft. D ie Abb. 11 zeigt das E rgebnis von drei äh n lichen V ersuchen m it an d eren A lgensuspensionen, bei denen die P ro b en ah m e wie bei den V ersuchen der Abb. 6 in sehr kurzen Intervallen erfolgte. Auch h ier ist keine Zunahm e der PGS beim V erdunkeln u n ter N 2 zu bem erken.
sec 12
Abb. 11. Veränderung der PGSKonzentration beim Licht-Dunkelübergang einer 7-proz. ChlorellaSuspension unter Stickstoffatmoshäre ohne C O , . Ohne Glucose zugabe. Sonstige Daten wie Abb. 10.
In w eiteren V ersuchen w urden noch die V erh ält nisse in N 2 + C 0 2 untersucht, wobei allerdings in so weit u nklare V erhältnisse zu erw arten w aren, als durch die P hotosynthese 0 2 gebildet w ird, der die Schaffung strik t anaero b er V erhältnisse selbst bei sehr raschem D urchström en m it N 2 praktisch u n möglich macht. Die A bb. 12 zeigt das E rgebnis eines typischen Versuches, bei dem m it der gleichen S us pension nacheinander die Licht-D unkel-Ü bergänge unter L uft + 5% C 0 2 (A) und N 2 + 5% C 0 2 (B) d urchgeführt w urden.
Abb. 12. Veränderung der Zwischenstoffkonzentration beim Lieht-Dunkel-Ubergang einer 14-proz. Chlorella-Suspension. A Gasphase Luft + 5% C O , . B Gasphase N 2 + 5% C 0 2 .
Sonstige Daten wie Abb. 9.
U nter N 2 + C 0 2 erfolgte nach V erdunkelung ein ähnlicher A nstieg der PGS wie unter L uft + C 0 2 . A llerdings w ar die A nfangsgeschw indigkeit um m in destens 25% g eringer und der G esam tanstieg w ar stark reduziert. Im Gegensatz zu den V ersuchen unter N 2 ohne C 0 2 wiesen F D P und D A P un ter N 2 + C 0 2 einen ebenso starken A bfall auf wie unter Luft, so daß m an m it Sicherheit annehm en kann, daß keine vollständig anaeroben V erhältnisse herrschten, sondern m it H ilfe des PhotosyntheseSauerstoffes noch die O xydation von D A P möglich w ar.
III. Die Dunkelfixierung von C 0 2 im Anschluß an eine Lichtperiode
Benson und C a lv in 20 hatten m it H ilfe von 14C 0 2 eine erhebliche E rh ö h u n g der D unkelfixierung in den ersten sec nach der V erdunkelung gefunden und G a f f r o n und M itarbb. 21 stellten fest, daß die M ar kierung größtenteils in der C arboxylgruppe der Demnach w ird zweifellos PGS durch C 0 2-Fixieru n g nach V erdunkelung gebildet und es w ar zu p rü fen, ob die F ix ieru n g srate m it d er G esam tzunahm e der PGS in Z usam m enhang gebracht w erden kann. Von den u n ter verschiedenen B edingungen ausge fü h rten Versuchen ist in Tab. 2 ein er dargestellt, bei dem zu 10 m in unter L uft ohne C 0 2 vorbelichteten Algen entw eder u nm ittelbar nach V erdunkelung (etwa 0,5 sec) o der 7 bzw. 30 sec vor der V erd u n kelung N aH 14C 0 3 ( 1 8 //M ol/m l) gegeben w urde. Sowohl zu Beginn als auch zu verschiedenen Zeiten nach der V erdunkelung w urden P ro b e n entnom m en und analysiert.
a) Die C 0 2-Fixierungsrate nach einer Lichtperiode
Die F ix ieru n g srate im Licht b etru g 52 0 0 0 bzw. 48 0 0 0 Ipm pro ml A lgen/m in. V ergleicht m an d a m it die F ix ieru n g srate im D unkeln, so erg ib t sich schon für das erste Intervall ein erheblich n ie d rig e rer W ert von 30 0 0 0 Ipm im F alle der Z ugabe des m arkierten 14C 0 2 u nm ittelbar nach der V erd u n k e lung (1) bzw. 12 5 0 0 (2) o der 15 000 ( 3 ) , wenn schon vor der Belichtung 14C 0 2 gegeben w urde. Die relativ hohe C 0 2-Fixierung bei (1 ) b eru h t v erm u t lich darauf, daß in der vorausgehenden B elichtungs periode ohne C 0 2 der C 0 2-A cceptor (R uD P) au f gestaut w urde und bei Zugabe von C 0 2 zu v erstä rk ter F ixierung führte. W ird dagegen schon im Licht 14C 0 2 gegeben, so fällt in der folgenden D unkel periode diese M öglichkeit weg. D ie A nreicherung von R uD P w äre v erm eidbar, w enn die V orbelich tung nicht in C 0 2-freier Luft, so n d ern in L uft + C 0 2 vorgenom m en w ürde. In diesem F all ergeben sich aber dann bei der 14C 0 2-Zugabe unübersichtliche V erdünnungsverhältnisse und die Zunahm e der Im pulse w äre nicht m ehr m it Sicherheit der M enge des fixierten C 0 2 parallel.
In Abb. 13 ist die A bnahm e der F ix ieru n g s geschw indigkeit in den drei V ersuchen der T ab. 2 zusam m en m it der A bnahm e der PGS-Bildungsgeschw indigkeit nach V erdunkelung kurvenm äßig dargestellt. Da die W erte fü r die R aten jew eils M it telwerte eines Intervalls sind, w urden die P unkte nicht am Ende des M eßintervalls, sondern in dessen M itte eingetragen. Es ist offensichtlich, daß die C 0 2-s e c-► Abb. 13. Vergleich der Zeitabhängigkeit der PGS-Bildungsrate und der C 0 2-Fixierungsrate im Anschluß an die Verdun kelung einer Chlorella-Suspension.
F ixierung schon inn erh alb von ru n d 2 b is 3 sec nach der V erdunkelung auf die H älfte der p h o to sy n th eti schen C 0 2-Fixierung absinkt, w ährend die PGS-Bildung noch bis zu 6 sec m it an n äh ern d k o n stan ter G eschwindigkeit verläuft. D ie F o rm der b eiden K u r ven ist so drastisch verschieden, daß m an sie keines falls als zusam m engehörig im Sinne einer R eak tionsfolge R uD P + C 0 2 -> 2 PGS auffassen kann.
V erm utlich kom m t die K urve fü r die PGS-Bildung durch die K o m bination von drei Prozessen zustande:
1. Die m it h o h er Geschw indigkeit beginnende, aber rasch absinkende C 0 2-Fixierung, 2. die w ährend der P hotosynthese langsam e, aber bei V erdunkelung außerordentlich rasch anstei gende u n d allm ählich w ieder absinkende G lyko lyse und 3. der m it zunehm ender P G S -K onzentration eben falls beschleunigte A bbau der PGS via BTS zu C 0 2 .
D er an n äh ern d lineare V erlau f des PGS-Anstieges in den ersten sec ist d ah er kein reelles M aß für einen bestim m ten, bereits vor d er V erdunkelung a b laufenden P rozeß, etwa der photosynthetischen C 0 2-F ixierung im Sinne von Bassham und M ita r b b .16. D er Befund, daß auch ohne G egenw art von C 0 2 praktisch gleiche PG S-B ildungsgeschw indigkeiten gemessen w urden wie in G egenw art von C 0 2 zeigt, daß die oben u n ter 2 und 3 au fg efü h rten Prozesse die K urve fü r die P G S -A nreicherung nach V erd u n kelung im wesentlichen bestim m en.
b) Die Verteilung von UC bei der u C 0 2-Fixierung nach Verdunkelung
D ie T ab. 2 zeigt die prozentuale V erteilung der M ark ieru n g nach F ix ieru n g von 14C 0 2 . D abei w urde sowohl die V erteilung der G esam tfixierung als auch die in n erh alb der P h osphatester angegeben. Im ersten Fall w urden die Flecke auf zw eidim ensio nalen C hrom atogram m en des A lkoholextraktes au s gezählt und die W erte zu den angegebenen G ruppen vereinigt. Bei der G ruppe S äuren handelt es sich überw iegend um A pfelsäure, A lanin und A sparaginsäure. Z ur B estim m ung der M arkierung innerh alb der P hosp h atester w urden aus eindim ensionalen P arallelchrom atogram m en des A lkoholextraktes die P hosp h atesterb an d en eluiert, m it Polydase dephosp h o ry liert, zw eidim ensional chrom atographiert und die Flecken ausgezählt.
D er erste V ersuch, bei dem 14C 0 2 unm ittelbar (etw a 0,5 sec) nach Ausschalten des Lichtes gegeben w urde, zeigt, daß nach 6 sec ü b er 80% der R ad io aktivität in PGS zu finden ist, w ährend n u r 7% zu Zuckern red u ziert w urde. E in etwas g rö ß erer Teil fand sich in den Säuren. Im zweiten Intervall von 6 bis 13 sec nahm die G esam taktivität der Zucker n u r um 3 6 0 0 Ipm zu, das sind, bezogen auf die Zu nahm e der G esam tfixierung von 90 000 Ipm n u r m ehr ru n d 4%, w ährend den S äuren bei en tsp re chender Berechnungsw eise nu n m eh r ru n d 17% der N eufixierung zuflossen. D iese V erteilung entspricht q u alitativ den von Bassham und K ir k 15 neuerdings veröffentlichten B efunden. In q u an titativ er H insicht erg ib t sich ab e r insoferne ein U nterschied, als diese A utoren einen höheren Prozentsatz des 14C in Zukkern fanden. PG S wies allerdings auch bei ihnen den g rößten A nteil auf.
F ü r unser P roblem , der H erk u n ft der PGS nach V erdunkelung, sind besonders die beiden Versuche m it m ehr o der w eniger langer P hotosynthese in 14C 0 2 vor der V erdunkelung von Interesse. Nach 7 sec P hotosynthese in 14C 0 2 w ar bereits ein erh eb licher Teil, näm lich 33% der A ktivität, in Zucker phosphaten enthalten. D avon findet sich der größte Teil in der F ructose, die vorw iegend als F D P v o r liegt. Glucose und H eptulose enthalten etwa gleich viel (wegen häufig schlechter T ren n u n g auf den C hro m atogram m en im m er gem einsam a n g e fü h rt). A uf fallend ist, ebenso wie im V ersuch m it 30 sec P h o to synthese in 14C 0 2 , der geringe A nteil der T riose, obw ohl deren G esam tkonzentration im Licht im m er über der des FD P liegt, wie die A bb. 2 und 3 zeigen. Das bedeutet, daß die spezifische A ktivität der D A P erheblich g eringer sein m uß als die des F D P . D ies w iderspricht der V orstellung, daß die Synthese des FD P bei der P hotosynthese ü ber freie, m it dem Cytoplasm apool im A ustausch stehende D A P v er läuft. In diesem Z usam m enhang sei auch auf das A usbleiben einer D A P-A nreicherung bei KCN-Vergiftung im Licht h in g e w iese n 14. W egen der sehr leichten N itrilb ild u n g der T riosen m üßte m an eine A nreicherung analog zu den B efunden bei der U ntersuchung der G lykolyse erw arten. Nach 8 sec anschließender D unkelheit in G egen w art von 14C 0 2 findet sich die gesam te Zunahm e an R adioaktivität n u r in PGS u n d S äu ren w ieder, w ährend die G esam tm enge 14C in den Zuckern gleich bleibt. In n erh alb der Z uckerphosphate erfolgte aller dings bereits eine erhebliche Um schichtung. R uD P enthält n u r noch 20% d er ursprünglichen M enge 14C, T riose ist unter die E rfaß b ark eitsg ren ze gesun ken und F ructose weist nun noch w eniger als 50% des ursprünglichen 14C-Gehaltes auf. D agegen hat der A nteil der Glucose-Heptose zugenom m en, wobei vorw iegend die Glucose v erm eh rt w urde.
Im zweiten D unkelintervall von 8 bis 15 sec setzt sich diese V erän d eru n g gleichsinnig, ab er in ver langsam tem M aße w eiter fo rt. Es ist offensichtlich, daß w ährend der ersten sec der V erdunkelung der R uD P-Pool durch die C arb o x y lieru n g erschöpft w ird, die gebildete PGS vorw iegend liegen bleibt und zu einem geringen Teil zu S äuren abfließt oder zu Zucker reduziert w ird. E ine ebenso große M enge an m arkiertem Zucker, wie durch R eduktion neu en t steht, w ird offenbar zu PGS abgebaut, so daß die 14C-Menge in den Zuckern an n äh ern d konstant bleibt.
W urde, wie im V ersuch (3) nach 30 sec P h o to synthese in 14C 0 2 verdunkelt, so ergab sich ein äh n liches Bild. Die PGS en th ält ab er nach dem ersten D unkelintervall von 10 sec nicht n u r um den neu fixierten B etrag an 14C m ehr, sondern beinahe das Doppelte. Um diesen zusätzlichen B etrag ist die Menge des 14C in den Z uckerphosphaten verm indert. D abei geht dieser V erlust w iederum zu L asten des D A P (6 3 0 0 Ip m ), des R u D P (63 0 0 0 Ipm ) und des FD P (1 2 0 0 0 0 1pm ), w ährend Glucose + H eptose (w iederum vorw iegend Glucose) ebenso wie die Stärke (Unlösliches) und die Saccharose kleine Z u nahm en aufwiesen. D er U nterschied zwischen dem V ersuch (2) m it 7 und (3) m it 30 sec Photosynthese vor der V erd u n kelung läßt sich wie folgt auslegen: Nach n u r 7 sec Photosynthese in 14C 0 2 ist die spezifische A ktivität der Zuckerphosphate noch sehr g erin g und a u ß e r dem sind die m arkierten Zucker verm utlich w eit gehend auf den C hloroplasten beschränkt. Nach 30 sec hat nicht nu r die spezifische A ktivität erh eb lich zugenommen, sondern es h at auch eine gewisse V erteilung außerhalb des C hloroplasten eingesetzt. D ie nach V erdunkelung gesteigerte Glykolyse w ird d ah er im zweiten Fall m ehr und stä rk e r m arkiertes Z uckerphosphat zu PGS spalten als im ersten und d ah er auch einen erheblich verstärkten A nstieg der M arkierung in PGS bew irken.
Diskussion der Ergebnisse
Die vorstehenden Versuche haben gezeigt, daß alle an der Glykolyse beteiligten Zwischenstoffe beim Licht-Dunkel-bzw. D unkel-Licht-Ü bergang charak teristische K onzentrationsänderungen aufw eisen. Sie sind so groß, daß sie sicher nicht n u r au f der V er änderu n g eines kleinen C hloroplastenpools beruhen, sondern die G esam tm enge in der Zelle betreffen. A ndererseits haben unsere Versuche ü b er die W ir kung von KCN auf die P h o to sy n th e se14 und die neueren Versuche von Bassham und K irk 15 ergeben, daß die bei der C 0 2-A ssim ilation als Zw ischenpro d ukt auftretende PGS nicht m it der G esam tm enge der PGS in der Zelle im Gleichgewicht steht und v er m utlich nicht m it der freien PGS der Glykolyse iden tisch ist. Sie liegt wahrscheinlich in gebundener F orm vor, die erst bei der E xtraktion und nach V er dunkelung auch in der Zelle zu fre ier PGS h y d ro ly siert. In früheren A rbeiten (K andler 7' 24) hatten w ir verm utet, daß das von Calvin 13 als y?-Ketosäure fo rm ulierte hypothetische Zw ischenprodukt der R uD P -C arboxylierung d irekt red u ziert w erden könnte und nur eine vorzeitige H ydrolyse derselben zur B ildung von PGS füh rt. N achdem aber in den vergangenen Jahren trotz intensiver Suche verschie dener L aboratorien keine S tabilisierung und dam it kein Nachweis dieses hypothetischen Zw ischenglie des gelang, scheinen Reaktionsm echanism en w ah r scheinlicher, bei denen R uD P zuerst in eine C-3-und eine C-2-Einheit gespalten und letztere zu einer w ei teren C-3-Einheit carb o x y liert w ird. D abei könnte ein ak tiv ierter und teilweise reduzierter C -l-K ö rp er beteiligt sein. Bassham und K ir k 15 haben en tsp re chende V orstellungen entwickelt.
W enn dem nach die V eränderung der G esam t m enge der freien PGS beim Licht-Dunkel-W echsel nicht auf einer direkten B eteiligung derselben an der P hotosynthese bedingt ist, so kann sie n u r, w ie eingangs erw ähnt, durch die m ittelbare H em m ung der Glykolyse durch die Photosynthese bzw. durch eine F ö rd eru n g beim A ufhören derselben verursacht sein. Bekanntlich benötigt die O xydation von D A P zu PGS als C ofaktoren D PN und a n organisches Phosphat. E ine V erm inderung deren K o nzentration m uß zur H em m ung führen. W ir glauben daher, daß der M angel an an o rg a n i schem P h o sp h at durch die K onkurrenz der Lichtphos p h o ry lie ru n g zu einer H em m ung der Glykolyse im Licht fü h rt. D ies ist verm utlich auch fü r die von C a l v in 13 schon zu Beginn seiner A rbeiten über P h o to sy n these festgestellte H em m ung des A bfließens m a rk ierter P hotosy n th esep ro d u k te in den T ricarbonsäurecyclus verantw ortlich. C a lv in h atte als U rsache eine K on k u rren z d er Photosynthese um L iponsäure, die an d er O xydation der BTS beteiligt ist, angenom m en. In diesem F alle sollte m it Beginn der Belichtung gerade BTS angereichert w erden, was jedoch nicht beobachtet w erden konnte.
D as frü h e r b esch rieb en e2' 24 und schon w ieder holt erw ähnte V erhalten des anorganischen P h o s phats beim Licht-Dunkel-W echsel ebenso wie die
